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25．脳微小血管内皮細胞由来の細胞外小胞表面に存在する
フィブロネクチンはオリゴデンドロサイト前駆細胞への
小胞取り込みに関与する
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【背景と目的】 我々はこれまでに大脳深部白質梗塞に脳微
小血管内皮細胞(MVEC;microvascular endothelial cel)を
移植することによりオリゴデンドロサイト前駆細胞
(OPC;oligodendrocyte precursor cel)が増加し,梗塞巣の
縮小と運動機能が改善することを報告した.また,MVEC
由来の細胞外小胞 (EV;extracelular vesicle)がin vitroで
OPCの生存・増殖を促進させることを報告した.今回,我々
はMVEC由来のEV(MVEC-EV)がOPCの生存・増殖に
寄与する分子メカニズムを,タンパク質に着目して解析し
た.【材料と方法】 MVECは成体 (生後8週齢)ラットの
大脳皮質より分離した.OPCは生後2日齢のラット大脳皮
質からimmunopanning法により調製した.EVはMVEC
培養上清よりエクソソーム分離試薬を用いて調製した.
【結 果】 タンパク質質量分析およびELISAによる解析
から,MVEC-EV表面にフィブロネクチン (FN)が豊富に
存在することが明らかになった.FNはインテグリンを介
したシグナル経路によりOPCの生存・増殖を促進するこ
とが知られているが,培養OPCにRGDペプチドを添加
してもOPC に対するEVの効果に変化は認められなかっ
た.近年,標的細胞におけるEVの取り込みにFNとともに
ヘパラン硫酸プロテオグリカン (HSPG)が関与している
可能性が示唆されている.フローサイトメトリーおよびイ
メージ解析の結果,EV表面のFNとOPC表面のHSPG
との結合を阻害することでOPCによるEVの取り込みが
減少し,OPCの生存・増殖促進効果が減弱することが明ら
かとなった.【考察と結語】 MVEC-EV表面のFNは
OPCへのEVの取り込みに関与し,インテグリンシグナル
経路と独立してOPCの生存・増殖に寄与していると考え
らえる.
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【背景と目的】 Neuron-specific enolase(NSE)は神経細胞
で特異的に発現している解糖系酵素であり,NSE遺伝子上
流1.8 kbは神経細胞特異的にプロモーター活性をもつこ
とが知られている.ウイルスベクターとNSEプロモー
ターを組み合わせることで神経細胞特異的な遺伝子発現が
可能になる.しかし,1.8 kbの領域のどこがニューロン特異
性を決めているのか,どこがプロモーター活性に重要なの
かはよくわかっていない.今回我々はアデノ随伴ウイルス
ベクター血清型9型(AAV9)ベクターを用いて,NSEプロ
モーターにおけるプロモーター活性および神経細胞特異性
を調節している領域を検討したので報告する.【材料と方
法】 ラットゲノム由来の1.8 kb NSEプロモーターを5?末
端よりA(0.8 kb),B(0.7 kb),C(0.3 kb)の領域に分類し,
さらにその下流にあるイントロン1のD領域 (0.5 kb)を
含めて様々な長さのNSEプロモーターを作成した.この
NSEプロモーター制御下で緑色蛍光タンパク質 (GFP)を
発現するAAV9ベクターを作成し,4-5週齢の野生型マウ
スの小脳に直接投与して3週間後に観察した.【結 果】
オリジナルの1.8 kb(ABC)プロモーターからA領域を除
いた1.0 kb(BC)プロモーターはオリジナルの6.2％のプ
ロモーター活性であった.さらにB領域を除いた0.3 kb
(C)プロモーターは1.0 kb(BC)プロモーターと同程度の
活性であった.そこで1.8 kb(ABC)プロモーターからB領
域を除いた1.1 kb(AC)プロモーターを検討したところ,
活性は約5.7％に減少した.D領域はプロモーター活性に
影響がなかった.免疫染色では1.8 kb(ABC)プロモーター
はプルキンエ細胞と介在ニューロンにGFPが発現してい
た.1.8 kb(ABC)プロモーターからA領域,あるいはB領
域を欠損させるとほとんどの小脳領域でプルキンエ細胞へ
のGFP発現が消失した.一方,介在ニューロンへのGFP
発現は変わらなかった.【考察と結語】 NSEプロモー
ターにおいてC領域は介在ニューロンへの発現を支配し
ているシス作用領域を含んでいると考えられる.また,C
領域にA領域およびB領域の両方を加えることでプルキ
ンエ細胞への発現が劇的に上昇しており,A領域とB領域
は相乗的にプルキンエ細胞への発現に関与していることが
示唆された.
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【Background& Objective】 Gadolinium-based contrast agents(GBCAs)are particularly useful for detecting aggres-
sive or metastatic brain tumors and vascular lesions.
However,recent studies demonstrated that the use of GBCAs,especialy linear type,resulting in retained gadolinium (Gd)in various organs,including the brain.
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